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Abstract of FR2824567 

Using artificial antigen-presenting cells (A) to produce antigen-specific Tr1 regulatory lymphocytes (B), is new. (A) 
express a Class II HLA (human leucocyte antigen) molecule and human LFA-3, but do not express any of the co- 
stimulatory molecules B7-1 , B7-2, B7-H1 , CD40, CD23 or ICAM-1 . An Independent claim is also included for a 
method for preparing (B) by in vitro activation of patient lymphocytes in presence of a selected antigen presented by 
(A). 
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ou 1CAM-1 . 



(O 

m 

CM 

CM 

DC 
U. 





2824567 



i 

L' invention concerne 1'obtention de lymphocytes 
T CD4 + regulateurs, utilisables dans le cadre de la 
prevention et du traitement de maladies auto-immunes et 
inf lammatoires . 

Les maladies auto-immunes sont dues a une 
deregulation du systeme immunitaire, qui se traduit par une 
reponse immune ind^sirable d'un organisme vis-a-vis de ses 
propres antigenes. 

On a tent£ de manipuler les antigenes a l'origine 
de ces pathologies ou les cellules T agressives specifiques 
de ces antigenes, mais les resultats obtenus ont souvent ete 
tres limites notamment par 1' absence d'une connaissance de 
tous les antigenes impliques dans la pathologie concernee. En 
effet, les auto-antigenes proprement dits, ou les antigenes 
responsables des desordres inf lammatoires et auto-immiins ne 
sont pas toujours connus, ou sont differents d'un individu a 
1' autre. Les traitements utilises actuellement dans ces 
maladies sont soit des traitements palliatifs (insuline dans 
le cas du diabete, anti-histaminique dans le cas des 
desordres allergiques) soit des traitements systemiques par 
des anti-inf lammatoires (AINS) et/ou des immuno-^suppresseurs 
(glucocorticoides, cyclosporine, anticorps . . . ) , II y a done 
clairement un besoin pour un traitement immunosuppresseur 
puissant mais limite a l'organe atteint ou plus precisement a 
la zone d' hyperactivity du systeme immunitaire. 

Parmi les nombreux agents impliques dans la 
regulation de la reponse immune, on citera les lymphocytes T 
CD4+, egalement denommes lymphocytes T auxiliaires 
(T helpers ) . On distingue classiquement 2 types principaux 
de lymphocytes T auxiliaires : les lymphocytes Thl, impliques 
dans le ddveloppement de la reponse immune cellulaire, 
produisent des cytokines pro-inf lammatoires telles que 
l'iriterleukine-2 (IL-2) et 1' interferon g (IFNg) et 
presentent des ef fets activateurs des macrophages ; les 
lymphocytes Th2, qui produisent des cytokines telles que les 
interleukines IL-4, IL-6, IL-10 et IL-13, favorisent la 
secretion d' anticorps. 
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Des travaux recents auxquels a participe l'un des 
Inventeurs ont abouti a la decouverte d'une nouvelle 
categorie de cellules T regulatrices, dont la proliferation 
est induite par 1' activation de cellules T CD4* en presence 
d'interleukine 10 (IL-10), et qui ont ete denommees 
lymphocytes Trl (Demande PCT WO 97/42324). La poursuite de 
ces travaux a permis l'isolement et la caracterisation d'une 
nouvelle sous-population de cellules T regulatrices, qui ont 
ete denommees lymphocytes Trl (GROUX et al., Nature, 389, 
737-742, 1997). Cette sous-population lymphocytaire a ete 
obtenue par activations repetees de cellules T CD4* en 
presence d'un antigene et d'interleukine 10 (IL-10). 
Lorsqu'elles sont re-stimulees par 1' antigene utilise pour 
leur induction, les cellules Trl ne proliferent que 
faiblement, produisent des quantites tres elevees d' IL-10, 
des quantites import antes de TGF-p (tumor growth factor p) , 
de tres faibles quantites d'IL-2, et ne produisent pas 
d' IL-4 . Lorsque des cellules Trl activees sont cultivees en 
presence d'autres cellules T CD4 + elles suppriment la 
proliferation de celles-ci en reponse a un antigene ; cet 
effet resulte de la secretion de cytokines, et notamment 
d' IL-10, par les lymphocytes Tr, et non d'une action directe 
de ceux-ci sur les cellules T CD4 + ; il peut done etre obtenu 
sans avoir a connaitre 1' antigene responsable de la 
proliferation de ces cellules. Ceci presente un avantage 
important dans le cas de maladies auto-immunes, dont on peut 
ainsi envisager le traitement sans qu' il soit necessaire de 
connaitre 1/ antigene exact contre lequel sont dirigees les 
cellules pathogeniques. 

II a ainsi ete observe, dans un modele 
experimental de maladie de Crohn chez la souris dans lequel 
les cellules pro-inf lammatoires sont dirigees contre des 
bacteries commensales de la flore digestive, que 
1' administration aux animaux des cellules Trl dirigees contre 
l'ovalbumine, accompagnee de 1' administration d'ovalbumine 
dans la nourriture, permettait de prevenir 1' instauration 
d'une inflammation chronique du colon. 
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D' autre part, dans des travaux recents sur 
differents modeles animaux de maladie de Crohn, de sclerose 
en plaques, ou de reaction du greffon contre I'hote, les 
Inventeurs ont montre que les cellules inhibitrices Trl 
etaient capables non seulement de prevenir, mais aussi de 
guerir ces differentes pathologies. lis ont en outre observe 
que les cellules Trl migraient de fa<?on specifique et intense 
dans les differents sites inf lammatoires . Cette propriete des 
cellules Trl represente un avantage supplementaire dans 
1' utilisation de ces cellules comme vecteur de molecules 
anti-inf lammatoires dans les sites d' intense inflammation. 
Des cellules Trl obtenues a partir des cellules T d'un 
patient sont done potentiellement utilisables dans le cadre 
d'une th6rapie cellulaire pour reguler la reponse immunitaire 
chez ce patient. Elles sont ainsi utilisables notamment pour 
prevenir ou soigner, non seulement les maladies auto-immunes 
et inf lammatoires mentionnees ci-dessus, mais egalement toute 
autre pathologie caracterisee par une reponse inf lammatoire 
aberrante, comme le diabete, le psoriasis, 1' atherosclerose, 
la polyarthrite rhumatolde ou l'asthme ; elles sont egalement 
utilisables dans le traitement des rejets de greffe ou de la 
reaction du greffon contre I'hote. 

La methode d'obtention des lymphocytes Trl qui ' 
est decrite dans la publication de GROUX et al. citee 
ci-dessus, necessite la stimulation repetee des cellules T 
avec I'antigene en presence d'IL-10. Cette methode est lourde 
a mettre en ceuvre, et ne permet pas d'obtenir rapidement, a 
partir d'un patient, une population de lymphocytes Trl 
utilisable dans le cadre d'un traitement therapeutique . 

Differentes equipes ont rapporte 1' implication de 
differentes molecules de co-stimulation dans l'obtention de 
cellules poss6dant des caracteristiques similaires a celles 
des cellules Trl, notamment au. niveau de la production 
d'IL-10 ; les molecules de stimulation potentiellement 
impliquees sont trds diverses, et les effets rapportes 
apparaissent parfois contradictoires . 

BLEIJS et al. (Eur. J. Immunol., 29, 2248, 1999) 
ont ainsi observe que la co-stimulation par 1' interaction de 
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LFA-1 avec ICAM-1, ICAM-2 ou ICAM-3 induit. une production 
importante de GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony- 
stimulating factor), d'IFN-y,et d' IL-10 par des lymphocytes T 
stimules par un anticorps anti-CD3. La production d' IL-10 est 
particulierement importante lors de la co-stimulation par 
1' interaction LFA-l/ICAM-1 . BULLENS et al. (Int. Immunol. 13, 
181-191, 2001) rapportent que la co-stimulation par CD58 
induit la production d' IL-10 et d'lFN-y par des cellules T 
stimulees par un anticorps anti-CD3. DONG et al. (Nat. Med., 
5, 1365, 1999) ont decrit une molecule de co-stimulation 
apparentee a la famille B-7, et denommee B7-H1, qui induit 
preferentiellement la secretion d' IL-10. 

VAN GOOL et al. (Eur. J. Immunol., 29, 2367, 
1999) ont observe que 1' activation de cellules T par un 
alloantigene en presence d' anticorps bloquant les 
interactions CD80/CD28 ou CD86/CD28 et CD40/CD40L induisait 
une anergie specif ique d' antigene, accompagnee d'une 
diminution de la production d'IFN-y et d'une augmentation de 
la production d' IL-10. 

CHABOT et al. (J. Immunol., 162, 6819, 1999) 
rapportent que la production d' IL-10, induite par 
1' interaction de cellules microgliales avec des lymphocytes T 
est diminu6e par le blocage de CD40/CD40L, B7/CTLA-4 ou 
B7/CD28, ou de CD23. 

Les Inventeurs ont maintenant mis au point un 
nouveau procede permettant d'obtenir rapidement des 
lymphocytes Trl antigene-specif iques, en quantite bien 
sup£rieure a celle obtenue par 1' activation de cellules 
T GD4+ en presence d' IL-10 . lis ont en effet constate que la 
culture de cellules T CD4+ en presence d'un antigene 
inducteur, et de cellules presentatri^es de l r antigene 
exprimant une molecule HLA de classe II et la molecule LFA-3 
(CD58) humaine, mais n' exprimant aucune des molecules 
co-stimulatrices B7-1 (CD80) , B7-2 (CD86) , B7-H1, CD40, CD23 
et ICAM-1 (CD54), induisait la dif f erenciation de cellules 
Trl specif iques dudit antigene. 

La molecule LFA-3 est le ligand du recepteur CD2 
des lymphocytes T. Deux formes de LFA-3 ont ete decrit es : 
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une forme transmembranaire (WALNER et al. t J. Exp. Med. 166, 
923-932, 1987 ; Demande PCT WO 88/09826) et une forme, 
denommee w Pi-linked LFA3 " qui est ancree a la membrane % 
cellulaire par 1' intermediate d'un glycolipide contenant du 
phosphatidylinositol (Demande PCT WO 90/02181) . 

La presente invention a pour objet 1' utilisation 
de cellules presentatrices de 1' antigene artif icielles, 
exprimant une molecule du systeme HLA de classe II et une 
molecule LFA-3 humaine, et n' exprimant aucune des molecules 
de co-stimulation B7-1, B7-2, B7-H1, CD40, CD23 ou ICAM-1 
(CD54), pour l'obtention de lymphocytes regulateurs Trl 
specif iques d' antigene. 

On definit comme lymphocytes regulateurs Trl 
specif iques d' antigene, des cellules possedant les 
caracteristiques suivantes, apres re-stimulation par ledit 
antigene : 

- elles produisent une quantite elevee d'IL-10, a 
savoir une quantite egale ou sup6rieure a 3 x 10 3 pg/10 6 
cellules, et generalement de 5 x 10 3 a 20 x 10 3 pg d'IL-10 
pour 10 6 cellules ; 

- elles produisent une quantite d' IL-2 egale ou 
inferieure a 50 pg/10 6 cellules ; le rapport IL-10/IL-2 
produites par lesdites cellules est au moins egal a 50/1, 
generalement de 100/1 a 500/1 ; 

- elles produisent une quantite d' IL-4 egale ou 
inferieure a 50 pg/10 6 cellules ; le rapport IL-10/IL-4 
produites par lesdites cellules est au moins 6gal a 300/1, 
generalement de 500/1 a 10000/1; 

- la proliferation des cellules TCD4+ stimulees 
par un antigene en presence de cellules Trl est diminuee d'au 
moins 2 fois, generalement d'au moins 2 a 100 fois. 

La presente invention a notamment pour objet un 
procede de preparation de lymphocytes regulateurs Trl 
specif iques d' antigene a partir des. lymphocytes d'un patient, 
caract£rise en ce qu'il comprend : 

- 1' activation in vitro desdits lymphocytes en 
presence de l'antigene choisi, presente par des cellules 
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presentatrices de l'antigene artif icielles telles que 
definies ci-dessus ; 

- la recuperation, a partir desdits lymphocytes, 
d'une population de lymphocytes T CD4+ actives comprenant au 
moins 10%, de preference au moins 50%, et de mani^re tout a 
fait preferee, au moins 80% de lymphocytes Trl specifiques 
dudit antigdne. 

Des cellules presentatrices de l'antigene 
artif icielles utilisables pour la mise en oeuvre de la 
presente invention, peuvent avantageusement etre obtenues par 
co-transfection de cellules animales n'exprimant aucune des 
molecules de co-stimulation indiquees ci-dessus avec une 
sequence d'acide nucleique codant pour la chaine a d'une 
molecule HLA de classe II, une sequence d'acide nucleique 
codant pour la chaine P d'une molecule HLA de classe II et 
une sequence d'acide nucleique codant l'une quelconque des 2 
formes du LFA-3. Si on le souhaite, ces cellules peuvent etre 
egalement transfectees avec une sequence d'acide nucleique 
codant pour l'antigene vis-a-vis duquel on soiihaite induire 
la specif icite des lymphocytes Trl. Ces sequences d'acide 
nucleique peuvent etre portees par des molecules d'acide 
nucleique differentes, ou bien 2 ou plus d'entre elles 
peuvent etre portees par la meme molecule d'acide nucleique. 

Des cellules animales pouvant etre utilisees pour 
l'obtention desdites cellules presentatrices de l'antigene 
artificielles peuvent etre des cellules d'origine humaine, 
autologues ou heterologues, ou bien des cellules d'origine 
x6nogenique, notamment des cellules de mammifere. On peut 
utiliser des cultures primaires recemment isolees ; 
generalement on preferera utiliser des lignees cellulaires 
etablies, qui sont plus homogenes, et capables de proliferer 
pendant plusieurs generations. 

II peut s'agir par exemple de f ibroblastes, de 
keratinocytes, de cellules de tubules de rein, de cellules de 
Schwann, de myoblastes, de cellules endoth61iales, etc. 

La molecule de CMH de classe II exprimee par les 
cellules presentatrices de l'antigene artificielles sera 
choisie parmi les differentes molecules HLA-2 humaines 
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disponibles, en fonction du type HLA-classe II du patient a 
partir duquel sont preleves de lymphocytes T CD4 + , et de 
1' utilisation envisagee pour les cellules Trl. 

On utilisera generalement des cellules 
presentatrices de l'antigene artif icielles exprimant une 
molecule HLA-2 egalement exprimee par le patient ; toutefois, 
on peut Egalement choisir une molecule HLA-2 differente de 
celles exprimees par ledit patient ; il peut s'agir par 
exemple, si l'on souhaite produire des cellules Trl 
utilisables dans le cadre de la prevention du re jet de 
greffe, d'une molecule HLA-2 exprimee par les cellules du 
greffon ; dans ce cas la molecule HLA-2 constitue l'antigene 
vis-a-vis duquel seront dirigees les cellules Trl obtenues. 

L'antigene utilise pour la mise en oeuvre du 
precede conforme a 1' invention sera choisi en fonction de 
1' utilisation a laquelle sont destinees les cellules Trl 
specif iques d' antigene que l'on souhaite produire. II peut 
s'agir d'un antigene associe a une pathologie inf lammatoire 
ou auto-immune ; il peut s'agir egalement d'un antigene sans 
rapport avec une pathologie particuliere, mais qui pourra 
etre administre si l'on souhaite activer les cellules Trl 
pour lutter contre une reponse immune indesirable. 

Le chargement de l'antigene sur les cellules 
presentatrices de l'antigene artif icielles peut s'effectuer 
de maniere classique, par co-incubation des cellules et dudit 
antigene. Celui-ci peut se presenter sous forme native, et 
etre apprete par lesdites cellules presentatrices de 
l'antigene ; il peut egalement se presenter sous forme d'un 
ou plusieurs peptides antigeniques, pouvant etre fixes 
directement par les molecules HLA^2 exprimees par lesdites 
cellules. Alternativement, l'antigene peut etre exprime par 
les cellules presentatrices de l'antigene artif icielles, dans 
le cas ou celles-ci ont ete prealablement transfectees avec 
une sequence d'acide nucleique codant pour celui-ci. 

Pour la mise en oeuvre du procede conforme a 
1' invention, l'activation in vitro des lymphocytes peut 
s'effectuer directement sur des PBMCs (cellules mononucleees 
du sang peripherique) prelevees a partir dudit patient. Elle 
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peut egalement s'effectuer sur des lymphocytes T CD4 + 
prealablement purifies a partir de ces PBMCs. 

L' activation des lymphocytes s'effectue par 
" co-culture de ceux-ci, pendant 2 a 10 jours, de preference 
pendant 6 a 8 jours, en presence des cellules presentatrices 
de l'antig£ne artif icielles decrites ci-dessus, chargees avec 
l'antigene choisi. 

A 1' issue de cette periode de culture, on 
selectionne les lymphocytes T CD4 + actives sur la base de 
1' expression du marqueur CD4 + , et d'un ou plusieurs marqueurs 
d' activation tels que CD25, CD69, CD45RO, etc. . . 

A 1' issue de cette periode de culture, on obtient 
une population cellulaire dans laquelle les lymphocytes Trl 
representent au moins 10% et generalement entre 50 et 80% des 
lymphocytes T antigene-specif iques activees. 

Pour enrichir encore cette population en 
lymphocytes Trl, on peut repeter la stimulation dans les 
conditions definies ci-dessus. 

On obtient alors une population de lymphocytes T 
CD4+ actives comprenant au moins 30% et generalement entre 60 
et 90% de lymphocytes Trl parmi les cellules T antig&ne 
specif iques . 

On peut egalement isoler des clones de 
lymphocytes Trl a partir de cette population. Ces clones 
peuvent aisement etre identifies sur la base du profil 
caracteristique de production de cytokines des lymphocytes 
Trl, tel que defini ci-dessus. 

1/ expansion des clones peut etre effectuee dans 
un milieu nutritif contenant des facteurs non-specif iques de 
croissance tels que IL-4 et IL-2. Une realisation 
preferentielle est d'utiliser comme agent de stimulation des 
billes couplees avec des anticorps anti-CD3 et CD28. 

Les cellules Trl obtenues par le procede conforme 
a 1' invention . presentent toutes les caracteristiques des 
cellules Trl obtenues par activation de lymphocytes T CD4+ en 
presence d'IL-10, et ont done les memes utilisations que 
celles-ci pour la regulation de la reponse immunitaire. 
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La presente invention a egalement pour objet un 
procede de preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au* traitement de maladies inf lammatoires et/ou de 
maladies autoimmunes, caracterise en ce qu'il comprend la 
preparation de lymphocytes Trl specif iques d'antigene par un 
procede conforme a 1' invention, et le conditionnement desdits 
lymphocytes Trl sous une formulation appropriee a leur 
administration a un patient. 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s illustrant la mise en 
ceuvre du procede conforme A 1' invention. 
EXEMPLE 1 ; PREPARATION DE LYMPHOCYTES Tr 
Isolement de cellules T CD 4* 

Des cellules mononucleees peripheriques (PBMC) 
sont obtenues'par centrif ugation sur Ficoll-Hypaque. 

Les cellules T CD4* sont obtenues par elimination 
des cellules non-CD4*, en utilisant des anticorps anti-CD8 
(L533), anti-CDllb (OKMl) f et anti-CD20 (2H7) , selon le 
protocole suivant. Les cellules' sont incubees avec ' des 
concentrations saturantes d' anticorps pendant 20 minutes a 
4°C. Apres lavage, on ajoute des billes DYNABEADS (DYNAL, 
Oslo, Norvege) , a raison d'un rapport billes/cellules-cibles 
de 1/1, et l'on incube pendant 1 heure a 4°C. Les billes 
portant les cellules non-CD4 + sont eliminees par application 
d'un champ magnetique. L' analyse par cytof luorometrie de flux 
(FACSstar, BECTON DICKINSON) des cellules restantes montre 
qu'elles comprennent 90 a 95% de cellules T CD4 + . 

Obtenti on de cellules presenta trices de ^antiqene 
artificielles 

Des cellules f ibroblastiques L (ATCC CCL-1) de 
souris ont ete co-transf ectees avec des sequences d'acide 
nucleique codant pour LFA-3 et pour une molecule HLA de 
classe II. 
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Qbtention d'un ADNc codant pour LFA-3 

Un ADNc codant pour LFA-3 a ete prepare a partir 
d'une banque d' ADNc total de cellules mononucleees 
peripheriques humaines, par amplification en chaine par 
polymerase (PCR) en utilisant 1' amorce denommee 5' LFA-3, qui 
comprend la sequence des nucleotides 13 a 33 de la sequence 
codant pour le LFA-3 humain (numero d'acces GENBANK X06296), 
flanquee en (5') d'un site Kpnl, et l'amorce denommee 3'LFA- 
3, qui comprend la sequence des nucleotides 708 a 728 de la 
sequence codant pour le LFA-3 humain, flanquee en (5' ) d'un 
site Notl. 

Qbtention d / ADNc codant pour DR1 

Un ADNc codant pour la chaine alpha de DR1 a ete 
obtenu a partir d'une banque d' ADNc total de cellules 
mononucleees peripheriques humaines d'un donneur DR1+, par 
amplification en chaine par polymerase (PCR) en utilisant les 
amorces denommees DR1A5' et DR1A3' , qui comprennent 
respect ivement la sequence des nucleotides 151 a 176, et la 
sequence des nucleotides 7 69 a 792 de la sequence codant pour 
la chaine alpha de DR1 (numero d'accds GENBANK K01171) . Un 
ADNc codant pour la chaine beta de DR1 a ete obtenu de la 
meme maniere en utilisant les amorces denommees DRIBS' et 
DR1B3' qui comprennent respect ivement la sequence des 
nucleotides 52 a 74 et 850 a 923 de la sequence codant pour 
la chaine beta de DR1 (numero d'acces GENBANK NM002124) . 
Transfection des cellules 

Chacun des ADNc obtenus a ete clone dans un 
vecteur pcDNA 3 . 1/hygro ( INVITROGEN) , au site TA. Les 
vecteurs obtenus ont ete utilises pour co-transfecter les 
cellules L par eiect^ropo ration . 

Les transfectants stables sont tries par 
cytofluorometrie de flux (FACSVantage SE, BECTON DICKINSON) 
en marquant les cellules a " 1' aide d'un anticorps anti-LFA-3 
(1C3) et d'un anticorps anti-DR (L243) . Les cellules 
exprimant a la fois LFA-3 et DR sont retenues, et mises en 
culture sur milieu F12 (LIFE TECHNOLOGIES) suppiemente avec 
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10% de serum de veau foetal (BOEHRINGER) , et additionne de 
penicilline et de streptomycine . 

Des cellules presentatrices de l'antigene co- 
exprimant LFA-3 et DR1 ont egalement ete preparees, comme 
decrit ci-dessus, par co-transfection de cellules P815 (ATCO 
TIB64) . 

A titre de temoins, des cellules L ou P815 non- 
transfectees, ou des cellules obtenues par transfection de 
cellules L ou P815, et exprimant uniquement la molecule DR1 
ont egalement ete utilisees. 
Obtention de lymphocytes Tr 

Des cellules T CD4 + isolees comme decrit ci- 
dessus, a partir de PBMCs d'un donneur non-DRl sont 
suspendues, a raison de 2 x 10 6 cellules/ml, dans du milieu 
de YSSEL (YSSEL et al., J. Immunol. Methods, 72, 219-227, 
1984). 

La suspension cellulaire est repartie dans une 
plaque de culture a 24 puits, a raison de 1 ml par puits. Des 
cellules transfectees L-DR1-LFA3 ou des cellules transfectees 
L-DR1 , obtenues comme decrit ci-dessus, ou a titre de temoin, 
des cellules lymphoblastoides B-EBV DR1+ sont irradiees 
(60 Gy) et ajoutees dans chaque puits, a raison de 5 x 10 s 
cellules/ml. 

Apres incubation pendant 7 jours, les cellules 
sont recoltees et lavees dans du PBS, puis marquees a l'aide 
d'anticorps anti-CD4 (RPA-T4) et anti-CD25 (M-A251) . Les 
cellules CD4"CD25 + sont triees par cytof luorometrie de flux, 
et sont donees a raison de 1 cellule/puits dans une plaque a 
96 puits, dans du milieu de YSSEL. L' expansion clonale est 
effectuee en presence d' IL-2 et d' IL-4 par la technique 
decrite par SPITS et YSSEL (J. Immunol. Methods, 9, 416-421, 
1996) . Apres expansion clonale, les differents clones sont 
re-stimules par des cellules lymphoblastoides B-EBV DR1+. 48 
heures apr£s stimulation, le surnageant cellulaire est 
recupere et le profil de production des cytokines IL-10, et 
IFN-y en reponse a cette stimulation a ete determine par 
dosage de ces cytokines par ELISA selon le protocole decrit 
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par ABRAMS et al.( Curr. Protocols Immunol., 13, pp 6,1-6-15, 
1995) . 

Les resultats illustres dans le Tableau I 
ci-dessous representent la production de cytokines IL-10, et 
IFN-y de cellules Trl (moyenne ± ecart type de 10 clones) de 
2 donneurs differents. 



Tableau I 



Cellule 


Donneur 1 


Donneur 2 




IL-10(pg/ml) 


IFN- Y (pg/ml) 


IL-10(pg/ml) 


IFN-Y(pq/ml) 


L-DR1 


326±40 


13372±1500 


3657±324 


9638±63 


L-DR1-LFA-3 


2315±183 


19403+975 


6402±272 


914±322 


[ B-EBVDR1 + 


<40 


16005±123 


174±59 


4930+685 



Dans une autre serie d' experimentations, les 



cellules T CD4 + isolees a partir de PBMCs d'un donneur DR1* 
sont melangees, comme decrit ci-dessus, avec des cellules 
pr6sentatrices de l'antigene exprimant la molecule DR1 et la 
molecule LFA-3. 

Un antig^ne inducteur (peptide HA 307-319, 
correspondant a un fragment de l'antig£ne de capside du virus 
Haemophilus influenzae) est ajoute au melange de cellules, a 
raison de 50 pg/ml. 

Apres incubation pendant 3 jours, les cellules 
CD4*CD25* sont triees par cytof luorometrie de flux, et sont 
donees comme decrit ci-dessus. 

Apres expansion clonale, les differents clones 
sont re-stimules par des cellules lymphoblastoides B-EBV 
chargees avec le peptide HA (10 jiM) . 48 heures apres 
stimulation, le surnageant cellulaire est recuper6 et le 
profil de production de cytokines IL-2, IL-4, IL-10, et IFN-y 
en reponse a cette stimulation a ete determine par dosage de 
ces cytokines par ELISA selon le protocole decrit par ABRAMS 
et collaborateurs. 

La majeure partie (environ 70%) des clones 
CD4*CD25* isoles presentent le profil de production de 
cytokines des cellules Trl. 

Les profils de production de cytokines de 9 de 
ces clones Trl sont illustres par le tableau II ci-dessous. 
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Tableau II 



Clone 


IL-2 (pg/ml) 


IL-4 (pg/ml) 


IL-10 (pg/ml) 


IFN-y (PO/mn 


HA-1A12 


<20 


<40 


12358 


521 


HA-1B6 


<20 


<40 


11897 


497 


HA-1C9 


<20 


<40 


14598 


1369 


HA-1E5 


<20 


<40 


13549 


314 


j HA-1E7 


40 


<40 


11697 


876 


HA-1F2 


<20 


<40 


10597 


1057 


HA-2B6 


<20 


<40 


17891 


697 


HA-2D5 


32 


<40 


16589 


503 


HA-2F2 


<20 


<40 


17803 


873 



Des clones de cellules Trl possedant le meme 



profil de production de cytokines ont egalement ete obtenus 
en utilisant comme cellules presentatrices de 1'antigene les 
cellules P815-DR1-LFA-3, ce qui montre que l'obtention de 
cellules Trl n'est pas liee aux proprietes de la lignee 
cellulaire a partir de laquelle sont obtenues les cellules 
presentatrices de 1'antigene. 

EXEMPLE 2 : PROPRIETES IMMUNORE GULATRI CE S DES LYMPHOCYTES TR1 
OBTENUS PAR LE PROCEDE CONFORME A L 1 INVENTION 

Les proprietes immunoregulatrices des cellules 
Trl antigene specifique ont ete testees comme suit : 

Des cellules T CD4+ humaines issues d'un donneur 
DR1 + (1 x 10 6 /ml) sont stimulees par des monocytes 
syngeniques (1 x 10 6 /ml) irradies (60 GY) , en presence du 
peptide HA 307-319 (50 ^iM) et d'anatoxine tetanique 
(TT :50 fig/ml) . 

Parallelement , la meme experimentation est 
effectuee en ajoutant des cellules (2 x loVml) d f un clone 
Trl HA specifique obtenu comme decrit ci-dessus, seules ou en 
presence d'un anticorps dirige contre le recepteur d'IL-10 
(anti-IL-lOR, 10 (ig/ml) f d'un anticorps anti-TGF-p (20 ^g/ml) , 
ou d'un melange de ces 2 anticorps. 

La proliferation des cellules T CD4+ est 
determinee apres 5 jours, par mesure de 1' incorporation de 
thymidine tritiee. 

Les resultats obtenus pour 3 clones Trl HA 
specif iques sont illustres par la figure 1. 
Legende de la figure 1 : 

En ordonnee : proliferation (thymidine tritiee incorporee, en 
cpm) . 
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En abscisse : 

Medium : cellules T CD4 + non-stimulees ; 

TT+ HA peptide : cellules T CD4 + stimulees par le peptide HA 
307-319 et 1'anatoxine tetanique ; 

+Trl HA specific : cellules T CD4+ stimulees par le peptide 
HA 307-319 et 1'anatoxine tetanique, en presence des cellules 
Trl specif iques de l'antigene HA ; 

+anti IL-10R : cellules T CD4 + stimulees par le peptide HA 
307-319 et 1'anatoxine tetanique, en presence des cellules 
Trl specif iques de l'antigene HA, et d'anticorps anti-IL- 
10R ; 

+anti-TGF-p : cellules T CD4+ stimulees ' par le peptide HA 
307-319 et 1'anatoxine tetanique, en presence des cellules 
Trl specif iques de l'antigdne HA, et d'anticorps anti-TGF-p ; 
+anti IL-10R+anti-TGF-p ; cellules T CD4+ stimulees par le 
peptide HA 307-319 et 1'anatoxine tetanique, en presence des 
cellules Trl specif iques de l'antigene HA, et d'un melange 
d'anticorps anti-IL-lOR et d'anticorps anti-TGF-p. 

Ces resultats montrent que les lymphocytes Trl 
obtenus par le procede conforme a 1' invention diminuent 
considerablement la proliferation antig^ne specif ique des 
cellules T CD4+. Cet effet inhibiteur n'est que tres 
faiblement attenu£ par des anticorps anti-IL-lOR ou anti- 
TGF-p separes, et est partiellement annule par un melange des 
2 anticorps. 



2824567 



15 

REVEN DI CAT IONS 

1) Utilisation de cellules presentatrices de 
l'antigene artif icielles, exprimant une molecule du systeme 
HLA de classe II et une molecule de LFA-3 humain et 
n' exprimant aucune des molecules de co-stimulation B7-1, B7- 
2, B7-H1, CD40, CD23 ou ICAM-1, pour l'obtention de 
lymphocytes regulateurs Trl specif iques d'antigene. 

2) Procede de preparation de lymphocytes 
regulateurs Trl specif iques d'antigene a partir des 
lymphocytes d' un patient, caracterise en ce qu'il comprend : 

- 1' activation in vitro desdits lymphocytes en 
presence de l'antigene choisi, presente par des cellules 
presentatrices de l'antigene artif icielles telles que 
definies dans la revendication 1 ; 

- la recuperation, a partir desdits lymphocytes, 
d'une population de lymphocytes T CD4 + actives comprenant au 
moins 10% de lymphocytes Trl specif iques de l'antigene 
choisi. 

3) Procede selon la revendication 2, caracterise 
en ce que les cellules presentatrices de l'antigene 
artif icielles utilisees sont obtenues par co-transf ection de 
cellules de mammiferes choisies parmi les f ibroblastes, les 
keratinocytes, les cellules de tubules de rein, les cellules 
de Schwann, les myoblastes, les cellules endothelials, avec 
une sequence d'acide nucleique codant pour la chaine a d'une 
molecule HLA de classe II, une sequence d'acide nucleique 
codant pour la chaine p d'une molecule HLA de classe II et 
une sequence d'acide nucleique codant pour le LFA-3 humain. 

4) Procede selon une quelconque des 
revendications 2 ou 3, caracterise en ce que 1/ activation in 
vitro desdits lymphocytes s f effectue par co-culture desdits 
lymphocytes et desdites cellules presentatrices de l'antigene 
en presence de l'antigene choisi. 

5) Procede selon une quelconque des 
revendications 2 a 4, caracterise en ce qu'il comprend la 
repetition de l'etape d' activation in vitro des lymphocytes T 
CD4 + en presence de l'antigene choisi, et la recuperation 
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d'une population cellulaire jcomprenant au, moins 30% de 
lymphocytes Trl specifiques dudit antigdne. 

6) Procede selon une quelconque des 
revendications 2 £ 5, caracterise en ce qu' il comprend en 

5 outre l'isolement et 1' expansion de clones de lymphocytes Trl 
£ partir de la population cellulaire recuperee. 

7) Procede de preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement de maladies 
inf lammatoires et/ou de maladies autoimmunes, caracterise en 

10 ce qu'il comprend la preparation de lymphocytes Trl 
specifiques d'antigene par un procede selon une quelconque 
des revendications 2 a 6, et le conditionnement desdits 
lymphocytes Trl sous une formulation appropri§e a leur 
administration a un patient. 

15 
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